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Ⅰ.はじめに
　先天的もしくは後天的に脳の発達が損なわれる発
達障害は，子供のみならず成人においても社会生活
を送ることに困難を感じる場合があるとされている。
逆に一度正常に発達した機能が加齢などの原因に
よって損なわれる認知症は，2012年現在全国で約
462万人と推計されており，今後しばらく高齢化の
一途をたどる我が国においては，介護の面等から地
域社会においてもこれまで以上に重要な問題になる
と考えられる。
　近年，発達障害による認知発達の遅れや認知症患
者の認知低下などが海馬と関連していることが報告
されている1～2）。海馬は記憶の形成に関係する重要
な脳領域である。成長するにつれて神経発生量は減
少していくが，海馬や脳室下帯では成熟後も続くこ
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要旨
　一般の食酢に比べタンパク質を構成するアミノ酸の他にクエン酸やコハク酸，有機酸やビタ
ミン，ミネラル，メラノイジン等が多く含まれている黒酢の様々な効果が報告されている中で，
学習及び記憶力に及ぼす影響に対しては，未だ明らかになっていない。そこで本実験では，黒
酢と DHA の摂取がラット学習・記憶力に及ぼす影響について行動学的及び免疫組織学的手法を
用いて検討した。その結果，8方向放射状迷路試験において，黒酢，DHA の単独投与では所要
時間の有意な短縮は認められなかったものの，黒酢と DHA の同時投与群では有意な短縮が認め
られた。Working memory error(WME）では，DHA 単独投与群と黒酢と DHA 同時投与群で
有意な WME の減少が認められた。Step-down 試験においても，黒酢と DHA 同時投与群で有
意な潜伏期の増加が認められた。また，神経細胞の活性と細胞の増殖を確認するために行った
c-Fos と BrdU の免疫染色でも，黒酢と DHA の同時投与群では陽性細胞の有意な増加が認めら
れた。本研究の結果，黒酢の継続的な摂取は DHA と同様に記憶力の中心である海馬を刺激し，
細胞新生を促進する事で記憶力の増強に影響を与える可能性が示唆された。また，黒酢又は
DHA の単独摂取と比較して，双方を同時に摂取することで相乗効果を得ることができた。今後
更なる濃度と実験期間の検討により，黒酢と DHA の効果を明確にすることで，認知症の改善や
脳発達障害の改善に応用でき，患者の QOL の向上に繋がっていく可能性が考えられる。
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とが確認されている。また海馬での神経発生は，学
習や記憶などに重要な役割をすることも示唆されて
いる3）。近年，Docosahexaenoic acid(DHA）投与
がラットの海馬において，加齢により減少したアミ
ノ 酸 量， 低 下 し た 長 期 増 強(Long-term 
potentiation：LTP）の反応性や神経伝達物質の遊
離能を若齢ラット程度まで回復させたとの報告があ
り，DHA は記憶・学習の形成に関連し，脳の正常
機能を維持するために主要な役割を担っていること
が推察されている4）。さらに近年，sardine oil より
もクリルオイルの摂取群において，より酸化ヘモグ
ロビンの濃度が高まり，脳の活性化が顕著であるこ
とが判明した5）。
　黒酢には，一般の食酢に比べタンパク質を構成す
るアミノ酸の他にクエン酸やコハク酸，有機酸やビ
タミン，ミネラル，メラノイジン等が多く含まれ， 
疲労回復効果やカルシウム吸収促進，脂質代謝改善
作用，血流改善，血糖値上昇抑制など，科学的根拠
は少ないものの，酢より健康により効果があると言
われている。脳の発達，神経細胞の新生，中枢・末
梢神経損傷からの回復には，タンパク質の存在が不
可欠であるが，タンパク質の構成成分であるアミノ
酸に加え，ミネラル成分を豊富に含む黒酢が，脳の
発達や神経再生等に及ぼす影響はまだ不明である。
従って，本研究では行動学的及び免疫組織学的手法
を用いて，黒酢と DHA の単独摂取や同時摂取がラッ
トの学習と記憶力に及ぼす影響について検討した。
Ⅱ.対象および方法
1.実験動物
　6週齢の Wistar 系雄性ラット(九動㈱）を，また
DHA に対する対照としては Corn oil を用いて，
A.蒸留水投与群，B.Corn oil 投与群，C.蒸留
水+Corn oil 投与群，D.100mg/kg 黒酢投与群，
E.1000mg/kg DHA 投与群，F.100mg/kg 黒酢
+1000mg/kg DHA 投与群の6群に分けた。ラット
は市販の飼料および水を自由に摂取させ，動物舎の
照明は12時間毎に明暗のコントロールをし，室温
25.0℃，湿度55±5％の条件下で飼育した。動物の
飼育および実験に関しては，熊本保健科学大学動物
倫理委員会の許可を得て行った(登録番号 動15-
008）。
2.実験プロトコール
　すべてのラットに対して1週間の適応期間後，行
動試験の事前学習期間として3日間設定し，3日目
に事前学習終了後行動試験を行った。そして，
100mg/kg の BrdU を腹腔内投与した1時間後に蒸
留水，Corn oil，DHA と黒酢を4週間継続して経口
投与器を用いて1ml/day を胃に直接投与した。4
週間継続して経口投与した後，行動実験を実施した。
3.測定項目
3-1.8方向放射状迷路試験
　空間学習と作業記憶の評価には，8方向放射状迷
路(Radial arm maze，RAM）を用い，投与前と
投与終了後の計2回評価を実施した。8方向放射状
迷路は長さ60cm，幅10cm，高さ15cm のアームが
中心の八角形プラットフォーム(直径35cm）から
伸び，各アームの先端に凹型カップを置き，8つの
凹型カップのうち5つに水を入れ，ラットの水探索
行動を測定した6）。試験に際しては，24時間前より
絶水し水探索行動を促した。全てのアームに3度ず
つ侵入するよう設定し，水の位置を記憶させる過程
を24時間間隔で3日間実施し，4日目に測定を実施
した。その後，蒸留水，Corn oil，DHA と黒酢の
経口投与を4週間継続し，経口投与後に再び8方向
放射状迷路試験を行った。迷路試験はプラット
フォーム中央にラットを置いた後自由に行動させ，
アームの先端まで侵入し水を摂取するか，凹型カッ
プを覗いた時点でそのアームを選択したものとみな
し，ラットが5つ全ての水を摂取した時点で試行終
了とした。また，水の入っていないアームへ侵入し
た際や水を摂取したアームに再度侵入した回数を
Working memory error(WME）としてカウントし，
所要時間，WME 数の項目において評価した。迷路
試験は外部の刺激が無い個室で行った。
3-2.Step-down 試験
　短期記憶の評価のために Step-down test を実施
した。Step-down test では，50×25×30cm の透明
なアクリル製ボックスを用い，ボックスの右側に5
×12×25cm の長さのプラットフォームを備え，左
側には2mm 間隔の一連のステンレス鋼棒(直径
2mm）を配置した。事前学習では，ラットを
5cm の高さのプラットフォーム上に置き，ステッ
プダウン待ち時間20秒後，ラットがプラットフォー
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ム上から下段のステンレス鋼棒へ降りて約30秒経過
した際に，25Ｖの電気刺激を与え，これを受けた
ラットがプラットフォーム上へ逃避した時点でボッ
クスから引き抜いた。試験では，事前学習の24時間
後，ラットを再びプラットフォーム上に置き，プ
ラットフォーム上から下段のステンレス鋼棒へ完全
に降りきるまでの時間を潜伏時間として(カットオ
フ：5分）計測した。この場合にはラットが下段の
ステンレス鋼棒に降りてもステンレス鋼棒には電気
刺激を与えない7）。
４.免疫組織化学的検査
　1ヶ月後の8方向放射状迷路試験と Step-Down
試験終了後，ペントバルビタール(10mg/kg， i.p.）
にて麻酔後，腹部を切開した。Phosphate Buff ered 
Saline(PBS）を全身血と交換した後，脳標本を作
製 し た。 ラ ッ ト よ り 得 ら れ た 脳 組 織 を 4% 
Paraformaldehyd(PFA）に浸漬し組織固定後，パ
ラフイン包埋し，ミクロトームを用い，6µm の厚
さで薄切した海馬組織標本を作成した。これら薄切
標 本 に c-Fos(Anti c-Fos， サ ン タ ク ル ズ ） と
BrdU(Anti-BrdU，アブカム）の免疫染色を行った。
そ の 後， 顕 微 鏡 用 デ ジ タ ル カ メ ラ(BX51，
OLYMPUS） に よ り20倍 の 写 真 を 撮 影 し，Cell 
Sens Dimension(Ver1.7，OLYMPUS） を 用 い て
陽性細胞の数を計測した8）。
５.統計解析
　体重，WME，平均所要時間は平均±標準偏差
(S.D.），c︲Fos 陽性細胞，BrdU 陽性細胞のデータ
は平均±標準誤差(S.E.）をそれぞれ算出した。群
間差は一元配置分散分析をし，事後検定として
Scheff e 検定を用いた多重比較を行った。なお有意
水準は5%(Ｐ＜0.05）とした。
Ⅲ.結果
1.体重の変化に及ぼす影響
　図1は各群の体重の変化を示したものである。 
縦軸は体重，横軸は蒸留水，Corn oil，DHA また
は黒酢投与前を０日目として，4週までの体重の推
移を示す。経口投与後体重は徐々に増加を示し，最
終測定時には各群250g 程度の増加を示した。4週
後の体重に関しては Corn oil，DHA 投与群で若干
体重増加を示したが有意差は認められなかった。
2.8方向放射状迷路試験（Radial arms maze test）
　空間学習・作業記憶に及ぼす影響を測定するため
に，8方向放射状迷路試験を行った。図2は8方向
放射状迷路試験の所要時間を示す。所要時間に関し
ては，黒酢，DHA 投与群でその対照群の蒸留水，
Corn oil 投与群と比較し，若干所要時間の短縮が見
られたが，有意差は認められなかった。しかし，黒
酢+DHA 投与群では蒸留水+Corn oil 投与群と比
べ，有意な所要時間の短縮が認められた(Ｐ＜0.05）。
　図3は WME の変化を示す。WME に関して，黒
酢投与群では蒸留水投与群より WME の減少が見
られたが，有意差は認められなかった。しかし，
DHA，黒酢+DHA 投与群においては，Corn oil 投
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与群と蒸留水+Corn oil 投与群に比べ，有意な
WME の減少が認められた(Ｐ＜0.05）。
3.Step-down inhibitory avoidance（step-down）試験
　短期記憶に対する影響を検討するために step-
down 試験を行なった。黒酢，DHA 投与群では対
照群の蒸留水，Corn oil 投与群より所要時間の短縮
が認められたが，有意差は認められなかった。しか
し，黒酢+DHA 投与群では蒸留水+Corn oil 投与
群と比べ，有意な所要時間の短縮が認められた(Ｐ
＜0.05）。
４.c-Fos 陽性細胞の変化
　本研究では，神経細胞の活性を検討するため，細
胞活性マーカーである c-Fos を用いた。c-Fos は他
の遺伝子を活性化させる転写因子として働くと考え
られている。c-Fos が発現した後に，様々なカス
ケード反応が続き，細胞の反応が変化すると考えら
れている。図5は c-Fos 陽性細胞の数を示す。
c-Fos 陽性細胞については，黒酢，DHA 投与群で
は対照群に対し，c-Fos 陽性細胞の増加が見られた
が，有意差は認められなかった。しかし，黒酢
+DHA 投与群では蒸留水+Corn oil 投与群と比較し，
c-Fos 陽性細胞の有意な増加が認められた(Ｐ＜
0.05）。
５.BrdU 陽性細胞の変化
　細胞の増殖を確認するために，増殖細胞の検出や
DNA 合 成 の 程 度 を 知 る 上 で 有 用 で あ る
Bromodeoxyuridine(BrdU）を用いて実験を行っ
た。経口投与1時間前に，BrdU 100mg/kg を毎日
1回ラットの腹腔(I.P. Injection）に投与した。
c-Fos 陽性細胞と同様，黒酢，DHA 投与群では対
照群に対し，BrdU 陽性細胞の増加が見られたが，
有意差は認められなかった。しかし，黒酢+DHA
投与群では蒸留水+Corn oil 投与群と比較し，
BrdU 陽性細胞の有意な増加が認められた(図6）
(Ｐ＜0.05）。
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Ⅳ.考察
　黒酢は，一般的に疲労回復，高血圧予防，抗酸化
作用，血流の改善といった様々な効果があるとされ
ている。近年我々の研究結果では，黒酢が運動パ
フォーマンスの促進，神経細胞の保護，脳出血によ
る運動機能の低下改善等に効果的であることを明ら
かにした。一般の食酢に比べ黒酢にはタンパク質を
構成するアミノ酸の他にクエン酸やコハク酸，有機
酸やビタミン，ミネラル，メラノイジン等が多く含
まれており，特にメラノイジンには強力な抗酸化作
用があると報告されており，さらに酢の種類の中で
も黒酢は特に抗酸化作用が強く効果も高いとされて
いる9）。しかし，これらを多く含む黒酢の様々な効
果が報告されながらも，記憶関与すると知られてい
る海馬での神経細胞新生，学習及び記憶力に及ぼす
影響に対しては，未だ明らかになっていない。そこ
で本実験では，黒酢と DHA の摂取がラット海馬の
細胞新生と学習・記憶力に及ぼす影響について行動
学的及び免疫組織学的手法を用いて検討した。
　空間学習・作業記憶等を評価するために行った8
方向放射状迷路試験では，黒酢又は DHA の単独投
与では有意差は認められなかったが，所要時間の短
縮が見られた。しかし，黒酢と DHA の同時投与群
では所要時間の有意な短縮が認められた。Working 
memory error(WME）では，DHA 単独投与群と
黒酢と DHA 同時投与群で有意な WME の減少が認
められた。短期記憶の評価法である Step-down 試
験においても，黒酢と DHA 同時投与群で有意な潜
伏期の増加が認められた。田中らによると，舌への
末梢刺激が空間学習・作業記憶，短期記憶を上昇さ
せ8方向放射状迷路試験の所要時間，WME，全選
択数の有意な減少と Step-down 試験での潜伏期を
有意に増加させたと報告している10）。また，Kim ら
は，クラシック音楽とノイズでの刺激でノイズを聞
かせたラットが，8方向放射状迷路試験のエラー数
が増加したと報告している11）。これらの報告は，聴
覚刺激，触覚刺激などの末梢刺激が中枢に刺激を伝
達し，記憶力に影響を与えることが出来ること，そ
してそれらを検討することにおいて8方向放射状迷
路試験と Step-down 試験が有用であることを報告
している。本研究においても，8方向放射状迷路試
験と Step-down 試験で同じ傾向であることから，
DHA と黒酢の摂取がラット学習と記憶力の改善に
影響を与えた可能性が示唆された。
　また近年，酸化ストレスとアルツハイマー病，て
んかん等の認知機能障害が起こる神経変性疾患との
間の因果関係を示す研究が増加しており，酸化スト
レスによって誘発される海馬の神経損傷が，抗酸化
剤によって予防できることや12），酢による抗酸化酵
素活性の増強と脳由来神経栄養因子(BDNF）等の
活性化は，有意な認知機能の回復をもたらすことな
どが報告されている13）。近年我々の研究結果でも，
黒酢は酸化ストレスの抑制と抗酸化作用の増大を介
して，脳卒中モデルラットの神経損傷を抑制するこ
とで脳卒中による運動能力低下からの回復を促進す
ることを確認した(未発表）。一般の食酢に比べ黒
酢にはメラノイジンが多く含まれており，メラノイ
ジンは還元力が強いことや，がんを発生させる活性
酸素を強力に消去する作用が認められている9）。
DHA に関しても同様に抗酸化作用を有する報告が
なされており，DHA が methyl mercuric chloride
の毒性から NIH3T3線維芽細胞の保護と抗酸化作用
を有すること14），ラットでのオメガ3脂肪酸の摂取
が BDNF レベルの正常化，酸化ストレスによる脳
の損傷を抑制して学習障害を改善するとされてい
る15）。また，DHA の発達や認知障害・記憶などに
及ぼす影響についても多くの報告があり，疾患モデ
ル動物において DHA の投与が海馬ニューロンの保
護，学習機能障害の改善をもたらすとされてい
る16)17)。今回の研究では酸化ストレスや抗酸化作用
図 5. c-Fos 陽性細胞 
 
赤い矢印は c-Fos 陽性細胞を示す．DW, 蒸留水; KZ, 黒酢; Corn, Corn oil; DHA, 
Docosahexaenoic acid; n=12～14; *, P<0.05; ns, no significant; Mean±S.E. 
 
図 6. BrdU 陽性細胞 
 
赤い矢印は c-Fos 陽性細胞を示す．DW, 蒸留水; KZ, 黒酢; Corn, Corn oil; DHA, 
Docosahexaenoic acid; n=12～14; *, P<0.05; ns, no significant; Mean±S.E.  図６.BrdU 陽性細胞
赤い矢印は c-Fos 陽性細胞を示す.DW, 蒸留水 ; 
KZ, 黒酢 ; Corn, Corn oil; DHA, Docosahexaenoic 
acid; n=12～14; *, P<0.05; ns, no significant; 
Mean ± S.E. 
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の測定は行っていないが，これらの報告により黒酢
や DHA の摂取ラットの記憶力増強は酸化ストレス
の抑制と抗酸化作用の増大によりもたらされた結果
である可能性が考えられる。 
　本研究では神経細胞の活性と細胞の増殖を確認す
るために c-Fos と BrdU の免疫染色を行った。その
結果，黒酢又は DHA の単独投与においては c-Fos，
BrdU 陽性細胞共に増加傾向にあったものの有意差
は認められなかった。しかし，黒酢と DHA の同時
投与群では陽性細胞の有意な増加が認められた。 矢
澤らが行った明度弁別試験法を用いた記憶学習能力
の実験では，カツオ油，シソ油，サフラワー油の順
で記憶学習能力が優れているという結果が得られて
いる18）。また，藤本らのウィスター系ラットを用い
た明暗弁別による学習能力試験においても，DHA
がα- リノレン酸よりも優れ，サフラワー油は最も
劣る結果になったと報告している19）。EPA と DHA
は n-3の高度不飽和脂肪酸の一種であり，魚油に豊
富に含まれている。n-3脂肪酸への暴露は，認知及び
行動プロセスに関連する成人海馬での神経発生を強
化し，LTP を増やすことによってシナプス可塑性を
進め，更には樹状突起の分枝と新たな棘形成を促す
ために，神経伝達物質の発現を調整すると報告され
ている20）。また，c-Fos 陽性細胞および海馬における
記憶プロセスを学習するための神経新生を増加させ
ることによってシナプス可塑性が強化されると報告
している21）。同様に n-6脂肪酸を n-3脂肪酸に転換さ
せることができることで DHA を豊富にする形質転
換マウスが海馬の神経発生を増加させたと Kang ら
は報告している22）。DHA は，中枢神経系の発達およ
び機能，記憶障害においても重要な役割を果たすこ
とが報告されているが黒酢の場合これらの機能に関
する報告は殆どないのが現状である23）。本実験の結
果では黒酢投与は DHA と同様に c-Fos と BrdU 陽
性細胞を増加させたが，有意差は認められなかった。
しかし，黒酢と DHA の同時投与群では2つの物質
の相乗効果による陽性細胞の有意な増加が認められ
た。これらの結果から，黒酢摂取は記憶の中心部で
ある海馬に影響を与え，DHA と同様な記憶力増強
を引き起こしていると考えられる。それの理由とし
て，黒酢にも DHA のような抗酸化作用を有するこ
とが報告されている14,15）。また Huang らによると，
酸化ストレスが持続的に増加するにつれて海馬での
神経発生が継続的に抑制されることが報告され，
superoxide radical を除去する主要な抗酸化酵素であ
る Superoxide dismutases(SOD）の欠乏は，海馬
で新しいニューロンの生産を大幅に削減することで
学習・記憶力に影響を起こす可能性を報告している
24）。これらの報告から，本実験における黒酢の効果は，
酸化ストレスの抑制と抗酸化力の増大を介して海馬
の神経細胞新生を促進することで，ラットの学習と
記憶力強化に影響を与えた可能性も考えられる。し
かし，今回の実験で黒酢の効果が良い傾向であった
ものの，有意差の析出に至らなかった要因として
データの数や期間検討の不十分性を挙げることがで
きる。また，黒酢と DHA の酸化ストレスと抗酸化
作用を検討することでそのメカニズムを明らかにす
ることができるのではないかと考えられる。
　Cole らは，DHA が神経保護脳由来神経栄養因子
の脳内レベルを上昇させ，アルツハイマー病を促進
することに関与する(n-6）脂肪酸アラキドン酸お
よびそのプロスタグランジン代謝産物を減少させる
ため，DHA と抗酸化物質などで適切に設計された
栄養補助食品の早期使用がアルツハイマー病等の記
憶障害に役立つと主張している25）。本研究の結果は，
この主張を支持するものとなっており，抗酸化力が
強い黒酢を DHA と適切に併用することによって2
つの物質の相乗効果を出すことができれば，アルツ
ハイマー病等の認知症と発達障害の予防又は症状改
善に寄与できる可能性があると考えられる。
Ⅴ.結論
　本研究の結果，黒酢の継続的な摂取は DHA と同
様に記憶力の中心である海馬を刺激し，細胞新生を
促進する事で記憶力の増強に影響を与える可能性が
明らかになった。また，黒酢又は DHA を単独で摂
取するより，同時摂取することで相乗効果を得るこ
とができた。今後更なる濃度と実験期間の検討によ
り，黒酢と DHA の効果を明確にすることで，認知
症の改善や脳発達障害の改善に応用できることで，
患者の QOL の向上に繋がっていく可能性が考えら
れる。
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Effects of Kurozu and docosahexaenoic acid (DHA) intake on 
memory and learning ability in rats
Takashi YUKIHIRA, Tetsuko TANAKA, Atsushi DOI, Ryuji KOMAKI,
Takayuki FUKUNAGA, Min-Chul SHIN
Abstract
　The beneficial effects of black vinegar (Kurozu), which contains high levels of amino acids, 
minerals, citric acid, succinic acid, organic materials, vitamins, minerals, and melanoidin have been 
reported, but it’s not well known whether Kurozu can have any effects on memory and learning 
ability. Therefore, in the present study, we compared the effect of Kurozu and DHA on the 
memory and learning ability of rats using behavioral tests and immunohistochemistry. We found 
that in the radial arms maze test, administration of Kurozu or DHA slightly shortened the total 
task completion time but there was no significant difference. However, Kurozuu and DHA co-
administration significantly decreased the total time due to their synergistic effects. DHA or 
Kurozu and DHA co-administration significantly decreased working memory errors (WME). In 
the step-down test, Kurozu and DHA co-administration also significantly increased latency time. In 
addition, co-administration of Kurozu and DHA increased the number of c-Fos- and BrdU-positive 
cells in the rat hippocampus. These results suggest that net increases in hippocampal neurogenesis 
from sustained Kurozu intake are likely a result of hippocampal activation and neuronal 
differentiation similar to the effects of DHA, and that such intake could ameliorate memory and 
learning deterioration in rats. Futhermore, synergy was accepted by administration in both sides 
in comparison with the independent intake of Kurozu or DHA at the same time.
Keywords: Kurozu, DHA, memory and learning ability, rat, hippocampus
